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PEPTIDES AYANT UNE AFFINITE POUR UN PHOSPHOLIPIDS ET 

UTILISATIONS 

DESCRIPTION 

5 

DOMAINE TECHNIQUE 

La presente invention se rapporte a une famille 
de peptides ayant une affinit6 pour un phospholipide 
ainsi qu'a diverses utilisations de ce peptide, 
10 notamment dans le domaine pharmaceutique . 

De maniere generale, les peptides de la presente 
invention sont utiles pour la reconnaissance specifique 
de molecules lipidiques. Us sont utilisables pour 
l'ingenierie et la creation de composes de 
15 reconnaissance et de sequestration de lipides notamment 
de lipides charges negativement, tels que les 
phosphatidylserines, les acides phosphatidiques et 
lyso-phosphatidiques, les phosphatidylglycerols , les 
cardiolipines et les sphyngosines -1 -phosphates . 
20 Les lipides precites jouent un role important 

notamment dans la signalisation cellulaire et peuvent 
etre presents a la surface externe des membranes des 
cellules et/ou circuler dans le milieu sanguin a la 
suite d 1 evenements pathologiques tres divers. 
25 Divers evenements cellulaires aboutissent a 

1' apparition de lipides charges negativement et 
notamment de phosphatidylserines (PS) a la surface 
externe des cellules, ces evenements peuvent resulter 
soit d'une alteration fortuite ou pathologique de la 
30 cellule, soit d'un evenement cellulaire programme telle 
que la mort cellulaire ou apoptose . L' apparition de PS 
a la surface externe des cellules constitue done un 
"message primaire" important temoignant de 1' existence 
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d'un dysf onct ionnement . Dans le cas du processus de 
coagulation sanguine, le mecanisme est bien deer it : 
1' alteration des cellules endotheliales des vaisseaux 
sanguins, soit pour des raisons accidentelles , soit 
5 pour des raisons pathologiques plus complexes, provoque 
l 1 apparition de ce message PS a la surface externe des 
cellules en contact avec le milieu sanguin. Ce message 
est immediatement reconnu par certaines prot^ines 
circulantes qui declenchent alors une cascade 

10 d'evenements aboutissant au phenomena de coagulation 
sanguine bien connu. 

L' invention tire profit de la propriete des 
peptides qu'elle fournit de se lier, en presence ou non 
de calcium, aux lipides et notamment a ceux charges 

15 • negativeraent, pour la raise au point de composes 
utilisables corame outils de recherche, de diagnostic et 
de therapeutique dans le domaine de la reconnaissance 
des effecteurs lipidiques et de la detection de 
l'apoptose, des troubles de la coagulation sanguine, du 

20 choc septique et des pathologies inf lammatoires aigues 
en particulier. 

Concernant la recherche et le diagnostic, les 
peptides de 1 1 invention peuvent par exemple etre 
couples a des molecules de detection, par exemple a une 

25 molecule f luorescente , a 1'un des partenaires du 
systeme avidine-biotine, a un radioelement k vie 
courte, a un compose paramagnetique, a des particules 
d'or ou de composes denses pour la microscopie 
electronique. Avec ces molecules de detection, il est 

30 possible par exemple de detecter des cellules 
apoptotiques ou de reconnaitre des microdomaines 
membranaires charges negativement. 
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lies peptides de la presente invention peuvent 
done etre utilises pour une detection "in vitro" de 
pathologies impliquant 1* apparition de charges 
negatives a la surface des cellules et la liberation 
5 dans le sang de microvesicules . 

Les peptides de la presente invention peuvent 
egalement etre utilises pour la detection in vivo et 
l'imagerie des foyers apoptotiques, de zones 
thrombotiques, et de maniere generale de tout centre 
10 exposant des lipides charges negativement , lorsque ces 
peptides sont couples par exemple a. un radioelement a 
duree de vie courte (les images scintigraphiques , 
acquises en toraographie d' emission monophotonique 
(SPECT pour « Single Photon Emission Computed 
15 Tomography ») ou en tomographic par emission de 
positons (PET pour « Positron Emission Tomography ») ) 
ou a un compose de contraste quelconque tel qu'un 
complexe de gadolinium pour l'imagerie a resonance 
magnetique (IRM) . 
20 Concernant la therapeutique, de maniere generale, 

les peptides de la presente invention peuvent etre 
utilises seuls ou couples a une molecule therapeutique 
pour preparer un medicament. Un tel medicament peut par 
exemple etre utilise pour le ciblage de cette molecule 
25 vers des zones presentant des charges negatives telles 
que des tumeurs presentant des foyers de cellules 
apoptotiques ou des tumeurs inf lammatoires . 

Les peptides de la presente invention peuvent par 
exemple etre couples a des molecules a action 
30 thrombolytique pour preparer un medicament utilisable 
dans le traitement et la prophylaxie de la thrombose, 
ou pour preparer une molecule recoxivrant tous les 
biomateriaux thrombogenes . Les peptides de la presente 
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invention peuvent done Stre utilis§s pour le ciblage 
des molecules throrabolytiques au site du thrombus ou 
vers les zones thrombogenes . 

Dans un autre exemple d ' application de la 
5 presente invention, les peptides de 1 r invention peuvent 
etre utilises seuls ou couples a une molecule anti- 
inf lammatoire pour preparer un medicament, utilisable 
par exemple dans des pathologies aigues comme I'asthme, 
la rectocolite hemorragique (RCH) , la maladie de Crohn, 
10 le choc septique, les maladies du collagene et de 
1 1 arthrite . 

D'autres applications apparaxtrbnt encore & 
l'homme du metier £ la lecture de la description qui 
suit. 

15 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

Une famille de proteines, appelees annexines, ont 
ete decrites dans 1 1 art anterieur comme presentant un 
ancrage fonctionnel reversible a la membrane 

20 cellulaire, regule par la concentration en calcium et 
la presence de phospholipides anioniques. Les annexines 
constituent une famille de proteines exprimees dans des 
tissus tr§s divers, aussi bien chez les animaux que 
chez les plantes . II semble qu'elles ne sont ni 

25 exprimees chez la bact<§rie, ni chez la levure. 

La structure des annexines comporte quatre 
domaines d' environ 70 acides amines, ou residus, tres 
moyennement homologues en sequence mais de topologie 
quasiment identique . 

30 Dans le document WO 92/19279, J. TAIT decrit des 

conjugues ayant une affinity pour des phospholipides* 
II decrit en particulier 1 'utilisation d'une annexine, 
en particulier de 1 1 annexine V, pour fabriquer un 
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conjugue actif utilisable en tant qu 1 agent 
thrombolytique . 

Malheur eusement , le compose dScrit dans ce 
document et prepare a partir de 1 1 annexine entiere par 
5 un procede de recombinaison gSnetique, possede de 
norabreux inconvenients qui sont notamment un rendement 
faible, un cout de fabrication el eve . Les inconvenients 
majeurs sont surtout l'obtention d'un conjugue fragile 
du fait de sa topologie complexe conduisant a un 
10 depliement irreversible. En outre, ces molecules 
presentent une toxicite majeur pour le rein et le 
coeur . 

Les presents inventeurs ont deer it dans la 
15 demande WO-A- 00/2 0453 une premiere famille de peptides 
palliant les inconvenients precites et presentant une 
affinite pour les phospholipides et une stabilite 
ameliorees . 

2 0 EXPOSE DE L 1 INVENTION 

La present e invention a pour but de fournir une 
nouvelle famille de peptides ayant une affinite pour 
les lipides, en particulier pour les phospho lip ides , 
plus specifique et encore amelioree par rapport aux 
25 produits de 1 ' art anterieur. 

Les peptides de 1 ! invention presentent en outre 
les avantages d'etre plus stables chimiquement que les 
composes de I'art anterieur et de pouvoir etre 
" fabriques de maniere reproductible, avec un rendement 

3 0 eleve et un cout de fabrication tres reduit par rapport 

aux composes de 1 1 art anterieur. 
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Les peptides de la pr^sente invention se 
caracterisent en ce qi^ils comprennent la sequence 
peptidique (I) suivante : 

jl_j2-J 3 -J 4 -J 5 -J 6 -Z 7 -U 8 -J 9 -^ 

Gly-X 18 -Gly-Thr-J 21 -Glu-J 2 ^^^ 
Arg~J 33 -J 34 -J 35 -^ 

J 48 -J 49 -Arg-J 51 -U 52 -J 53 -J 54 -Asp-U 56 -Lys-Ser-Z 59 -Leu-J 61 -J 62 - 
J 63 -J 64 -Z 65 -J 66 -J 67 -U 68 -J 69 -J 70 -J 71 -U 72 --J 73 -J 74 -J 75 (I) 

dans laquelle J, Z, U, X et B representent des 
acides amines tels que : 

- les acides amines J sont choisis independamment 
les uns des autres parmi les acides amines naturels, ou 
des derives de ceux-ci,- de telle maniere qu'au- tnoins 
50% d'entre eux sont des residus polaires choisis parmi 
Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu, Gly, His, Lys, Orn, Pro, 
Ser, Thr et Tyr, 

- les acides amines U sont choisis parmi Ala, 
Cys, Gly, lie, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr et Val , 

- 1'acide amine X 18 est choisi independamment des 
autres acides amines de la sequence parmi Ala, Asn, 
Cys, Gin, Gly, His, He, Leu, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, 
Tyr et Val, 

- 1'acide amine B 37 est choisi independamment des 
autres acides amines de la sequence parmi Arg, Ala, 
Cys, Gly, He, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr et Val, 

- l f acide amine Z 7 est choisi independamment des 
autres acides amines de la sequence parmi Asp et Glu, 

- les acides amines Z 59 et Z 65 sont independamment 
Glu, Asp, Lys ou Arg, 

les exposants des J, Z, U, X et B representant la 
position de ces acides amines dans ladite sequence. 
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La sequence peptidique ci-dessus se replie dans 
l'espace pour adopter sa conformation tertiaire qui est 
la forme active du peptide. 
5 Les acides amines 12, 15, 16, 17, 19, 20, 22, 50, 

55, 57, 58, 59, 60 et 65 sont les acides amines, ou 
residue, de la prgsente invention impliques directement 
ou indirectement dans la liaison aux lipides, 
c'est-^-dire qu'ils sont impliques soit dans la 

10 structure tridimensionnelle du peptide pour qu'il 
adopte sa conformation active permettant de reconnaitre 
un lipide charge negativement , soit dans le site de 
reconnaissance du peptide. 

Les acides amines J sont les acides amines, ou 

15 residus, de surface de ce peptide lorsqu'il est dans sa 
conformation repli§e et active. Ces residus sont 
disposes dans l'espace de telle sorte qu'ils sont 
partiellement ou totalement exposes an solvant. Selon 
la presente invention, ces acides amines J peuvent etre 

2 0 par exemple choisis independamment les uns des autres 

parmi 1' ensemble des residus aminoacides naturels Ala, 
Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu, Gly, His, lie, Leu, Lys , 
Met, Orn, Phe, Pro, Ser, Thr Trp, Tyr et Val, et de 
telle maniere que au moins 50% d'entre eux sont des 
25 residus polaires choisis parmi Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, 
Glu, Gly, His, Lys, Orn, Pro, Ser et Thr. Des exemples 
sont donnes dans la liste de sequences annexee. 

Les acides amines U sont les residus de cceur de 
ce peptide. Dans la conformation repliee et active du 

3 0 peptide, ils sont disposes dans l'espace proches les 

uns des autres et non exposes au solvant. Ils 
constituent le coeur hydrophobe de la pro t sine . 
L' assemblage compact des atomes de ces residus joue un 
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r61e predominant pour la stabilite du peptide dans sa 
conformation active. Ces residus peuvent etre choisis 
dans la liste d' acides amines U decrite ci-dessus. 
Differents exemples de combinaisons de residus de cceur 
dans le peptide de sequence (I) . de la presente 
invention sont donnes dans le tableau (1) ci-dessous : 

Tableau 1 





U 8 


U 11 


U 1S 


u 25 


u 29 


B 37 


— * — r - 
U 40 


U 44 


u 52 


u 56 


u 68 


U 72 


Ex a) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu . 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 


Ex b) 


Ala 


He 


He 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


He 


Leu 


Ex c) 


Ala 


He 


He 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Met 


Val 


Ex d) 


Ala 


Leu 


Met 


Leu 


Leu 


Arg 


lie 


Tyr 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex e) 


Ala 


Leu 


Met 


He" 


He 


Arg 


Val 


Tyr 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex f) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


He 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex g) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


Val 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Phe 


Ex h) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex i) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex j ) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Ala 


Ala 


Ex k) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 


Ex 1) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 



(Ex = exemple) 



Le residu X 18 a pour fonction de maintenir la 
structure de la boucle Gly-X-Gly dans la forme active 
du peptide, notamment ou les residus Z 59 et Z 65 sont des 
Glu, de moduler le caractere hydrophobe et lipophile de 
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20 



4 



cette boucle, et d' assurer eventuellement des 
interactions nouvelles specifiques avec les 
phospholipides. Ceci est le cas par exemple des residus 
Asn, Cys, Ser, Thr, Trp et Tyr . 

_J Les residus Z 59 et z 65 pamtanfc gj^e- 

avantageusement des residus lysine, ce qui a pour effet 
de remplacer I 7 ion calcium par le groupe charge 
positivement -NH 3 + de la lysine et d'ameliorer 
l'af finite du peptide pour une membrane chargee 
1 0 negat ivement . 

Le peptide (I) de la presente invention, dans sa 
forme active comprend trois sites de liaison a un ion 
calcium ou 1 1 ion calcium complexe par ce site constitue 
un des ligands d'un phospholipide charge n^gativement . 
15 Le premier de ces sites, appele site principal, fait 
intervenir les residus 15, 18, 19 et 59 en tant que 
ligands du calcium. Le deuxieme de ces sites, appele 
site secondaire, fait intervenir les residus 20 et 22 
en tant que ligands du calcium. Le troisidme de ces 
sites, qui est un site secondaire de faible affinity, 
fait intervenir les residus 57, 60, et 65 en tant que 
ligands du calcium. 

Les residus globalement impliques dans la liaison 
aux phospholipides sont les residus 12, 15, 16, 19, 20, 
25 22, 50, 55, 57, 58, 59, 60 et 65. Cette liste inclut 
des residus impliques dans les liaisons du calcium, les 
phospholipides 6 tant des ligands du calcium. 

Ces residus peuvent bien entendu etre remplaces 
par des residus remplissant la meme fonction en vue du 
3 0 meme resultat conformement a la presente invention. 

A titre d'exemple, selon l 1 invention, le peptide 
de formule (I) peut etre avantageusement une sequence 
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peptidique choisie parmi les sequences peptidique ID 
n°l a. ID n°10 annexees . 

La sequence (I) represente les peptides de la 
presente invention dans leur forme f onctionnelle la 
plus courte. 11 est bien entendu que cette sequence 
peut comprendre en outre, liee a 1 ' extremite N- 
terminale et/ou a 1' extremite C-terminale de la 
sequence (I) , un ou plusieurs acides amines, par 
exemple de 1 a 15 acides amines, en general de 1 a 10 
acides amines. De toute preference, ces acides amines 
complementaires ne modifient pas ou peu l'activite des 
peptides, ou alors 1' ameliorent . 

Par exemple, une petite sequence, appelee ci- 
dessous sequence de f onctionnalisation peut etre utile 
15 notamment pour fixer un marqueur sur le peptide, pour 
fixer une molecule de traitement de maladies sur le 
peptide et/ou pour fixer ledit peptide sur un support. 
La longueur de cette sequence de f onctionnalisation 
sera adaptee suivant son usage. Bien entendu, celle-ci 
20 n' interf erera de preference pas avec l'activite du 
peptide de la presente invention. L'homme du metier 
saura facilement adapter la longueur et la nature de 
cette sequence de f onctionnalisation suivant 
1' utilisation qu' il fera d'un peptide de la presente 

25 invention. 

Ainsi, selon un premier mode particulier de 
realisation de la presente invention, les peptides de 
la presente invention peuvent comporter, par exemple a 
leur extremite N-terminale, une sequence de 
f onctionnalisation de trois acides amines. Cette 
sequence de f onctionnalisation permet une fixation 
directe d'une molecule de traitement de maladies sur le 
peptide et/ou la fixation directe dudit peptide sur un 
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support. Les peptides conformes a ce mode de 
realisation peuvent etre definis par la sequence (II) 
suivante : 

J' 2 -J" 1 -J°-J 1 -J a -J 3 -J*-J a -J <i -Z 7 -U 8 -J 9 -J L0 -U 11 -Ar g- J 13 -.T 14 -TT 15 - 
Lys-Gly-X 18 -Gly-Thr-J 21 -Glu-J 23 -J 24 -U 25 -J 26 -J 27 -j 28 -u 29 -J 30 - 

J 31 -Arg-J 33 -J 34 -J 35 -j3«_B 37 -J 38 -j39_ U 40_ J 41_ J 42_^3_ u 44_ J 4 5 _ j4 6_ 

J 47 -J 48 -J^-Arg-J 51 -U 52 -J 53 -J 54 -Asp-U 56 -Lys-Ser-Z 59 -Leu-J 61 - 

J 62 -J»-j"-Z 6S -J 6 «.j". U «.J«. J 70. J n. u 7 2 . J 73_ J 74. J 75 



dans laguelle J, z, U, X et B sont tels que 
definis ci-dessus. 

Par exemple, J" 2 peut etre Gly, J" 1 peut etre Ser, 
et J° peut etre Cys, Thr, Pro, Ser, ou Gin. cette 
15 sequence J^j^-J 0 peut etre choisie par exemple parmi 
Gly-Ser-Cys-, Gly-Ser-Thr- , Gly-Ser-Pro- , Gly-Ser-Ser- , 
Gly-Ser-Gly-, et Gly-Ser-Gln- . Ainsi, par exemple, 
chacune des sequences IDn°l a IDn°10 precitee peut 
comporter au choix chacune des sequences f onctionnelles 
precitees. La sequence IDn°12 de la liste de sequences 
annexee n'est qu'un exemple non limitatif d'une 
sequences (I) selon la presente invention comportant a 
son extremite N-terminale une sequence f onctionnelle de 
trois acides amines. 

25 Selon un deuxieme mode particulier de realisation 

de la presente invention, les peptides de sequence (I) 
peuvent comporter, par exemple a leur extremite N- 
terminale, une sequence de f onctionnalisation de quatre 
acides amines J" 3 - J^J" 1 - j° choisie parmi Gly-Ser-Gly- 

30 Cys-, Gly-Cys-Gly-Ser, Gly-Ser-Gly-Ser , Gly-Cys-Gly- 
Cys, Gly- Cys -Gly- Ser. Cette sequence de 

fonctionnalisation est utile par exemple pour une 
fixation directe d'un marqueur tel que le technetium 
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sur le peptide. Ce mode de realisation est expose ci- 
dessous. Ainsi, par exemple, chacune des sequences 
IDn°l a IDn°10 precitees peut coraporter au choix 
chacune des sequences f onctionnelles precitees. Les 
5 sequences IDn°ll de la liste de sequences annexee 
(plusieurs sequences sont regroupees en une seule sous 
la denomination IDn°ll) ne sont que des exemples non 
limitatifs de sequences (I) selon la presente invention 
comportant a son extremite N-terminale une sequence 
10 fonctionnelle de quatre acides amines. 

Selon un troisieme mode particulier de 
realisation de la presente invention, les peptides de- 
sequence (I) peuvent coraporter, par exemple a leur 
extremite N-terminale, une sequence de 

15 fonctionnalisation de sept a onze acides amines. Cette 
sequence de fonctionnalisation est utile par exemple 
pour une fixation directe d' un marqueur tel que le 
technetium sur le peptide. Ce mode de realisation est 
expose ci-dessous. Ainsi, par exemple, chacune des. 
20 sequences IDn°l a IDn°10 precitees peut comporter au 
choix chacune des sequences f onctionnelles precitees. 
On peut aussi remplacer la sequence Gly-Ser-Gly-Cys des 
sequences IDn<>ll a 14 par Gly-Bbl-Gly-Bb2 , dans 
laquelle Bbl et Bb2 sont independarament Cys ou Ser. Les 
25 sequences IDn°13 et 14 de la liste de sequences annexee 
(plusieurs sequences sont regroupees en une seule sous 
la denomination IDn°13 ou 14) ne sont que des exemples 
non limitatifs de sequences (I) selon la presente 
invent ion . 



30 



Les peptides de la presente invention ont une 
affinite suffisante pour le calcium et sont capables de 
se lier de mahiere reversible a des effecteurs 
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lipidiques, et notamment a ceux charges negativement , 
tel que les phosphatidylserines , les acides 
phosphatidiques , les phosphatidylethanolamines , les 
phosphatidylglycerols, les cardiolipines et les 

5 phosphatidylinositolphosphates = 

II s'agit d'une famille de peptides dont la 
propriete principale est de reconnaitre specif iqueraent 
l r apparition des signaux lipidiques a la surface des 
membranes cellulaires en relation avec le 

0 fonctionnement normal ou pathologique des tissus. 



Les peptides de la presente invention peuvent 
etre synthetises par les procedes classiques de 
synthese de la chimie organique ou de la chirnie des 

15 proteines, ainsi que par recombinaison genetique in 
vivo ou in vitro, par gSnie genetique, etc, 

Aussi, la presente invention se rapporte 
§galement a un procede de fabrication d'un peptide 
selon 1' invention, ledit procede comprenant une 

20 synthese chimique en phase solide dudit peptide. La 
synthese chimique peut etre realisee par exemple avec 
un synthetiseur automatique de peptide du type Applied 
Biosystems, mod.433A. Elle peut etre realisee par 
exemple en chimie Fmoc qui utilise le groupement 

25 f luoremylmethyloxycarbonyle pour la protection 
temporaire de la fonction cc-aminique des acides amines. 

Les elements techniques pour la realisation de ce 
procede de synthase peptidique sont connus de 1 1 homme 
du metier. lis sont decrits par exemple dans l'ouvrage 

3 0 Solid-Phase Organic Synthesis de Kevin Burgess (Editor) 
Wiley- Interscience; ISBN: 0471318256; (February 2000). 

Le peptide de 1 7 invention peut aussi etre 
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fabrique par recombinaison genet i que in vivo par 
exeraple au moyen d'un procede comprenant les etapes 
suivantes : 

a) preparation d'un cDNA comprenant une sequence 
de base codant pour ledit peptide 

b) insertion dudit cDNA dans un vecteur 
d ! expression approprie, 

c) transformation d f une cellule hote appropriee, 
avec ledit vecteur dans lequel le cDNA a ete 
insert, pour une replication du plasmide, 

d) fabrication dudit peptide par traduction 
dudit cDNA dans ladite cellule hote, et 

e) recuperation du peptide synthetise. 

Selon l 1 invention, le vecteur d' expression 
approprie et la cellule hote sont choisis selon les 
techniques habituelles pour la recombinaison genetique, : 
Le vecteur peut etre l'un quelconque des plasmides. 
generalement utilises dans cette technique, par exemple. 
un plasmide tel que le vecteur pGEX-2T\ De meme la. 
cellule peut etre choisie selon les techniques 
habituelles, il peut s'agir par exemple de E. Coli. 

Lorsqu'une technique de recombinaison genet i que 
in vitro est utilisee, les etapes c) et d) du procede 
ci-dessus sont remplacees respect ivement par les etapes 
c') d ' introduction du vecteur dans lequel le cDNA a ete 
insure dans un milieu reactionnel adequat pour une 
replication du plasmide, et d' ) de fabrication dudit 
peptide par traduction dudit cDNA dans ledit milieu 
reactionnel adequat . Le document Jagus, R. and Beckler, 
G.S. (1998) Overview of eukaryotic in vitro translation 
and expression systems, Current Protocols in Cell 
Biology 11.1.1-11.1.13., 1998 by John Wiley & Sons, 
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Inc. decrit des procedes in vitro utilisables dans la 
presente invention. 

La presente invention fournit egalement un 

a-s-semb-l-age chdnrriL-qxte ayant une afff triife pour un" 

phospholipide, comprenant au moins deux peptides de la 
presente invention, identiques ou differents, lesdits 
peptides etant lies entre eux. Ces assemblages peuvent 
etre realises par exemple par insertion d'un lien 
peptidique flexible, par exemple poly-glycine, entre le 
residu C-terminal d'un peptide de 1' invention et le 
residu N-terminal du second peptide et ainsi de suite' 
selon le nombre de peptides mis bout a bout. Ce lien 
poly-glycine peut etre de ■ f ormule -(Gly) n - / n etant un 
nombre entier allant de 1 a 12, par exemple superieur a 
4 . 

Ces assemblages peuvent egalement etre 
synthetises par les procedes classiques de synthese de 
la chimie organique ou de la chimie des proteines, 
ainsi que par recombinaison genet ique in vivo ou in 
vitro, par genie ggnetique, etc., par exemple par un 
des procedes precites. 

Ces assemblages ont notamment pour but 
d'augmenter 1'af finite des peptides de la presente 
invention pour le phospholipide, par exemple pour un 
phospholipide charge negativement . 

L 1 utilisation d'un assemblage de la presente 
invention peut se faire dans trois directions : la 
therapeutique, la recherche et le diagnostic, et les 
applications sont tres nombreuses. 

Les pathologies specialement visees par la 
presente invention sont : (i) les troubles de la 
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Inc. decrit des procedes in vitro utilisables dans la 
presente invention. 

La presente invention fournit egalement un 
5 assemblage chimique ayant une affinite pour un 
phospholipide, comprenant au raoins deux peptides de la 
presente invention, identiques ou differents, lesdits 
peptides etant lies entre eux. Ces assemblages peuvent 
etre realises par exemple par insertion d'un lien 
10 peptidique flexible, par exemple poly-glycine, entre le 
residu C-terminal d'un peptide de 1' invention et le 
residu N-terminal du second peptide et ainsi de suite 
selon le nombre de peptides mis bout a bout. Ce lien 
poly-glycine peut etre de formule -(Gly) n -, n etant un 
15 nombre entier allant de 1 a 12, par exemple superieur a 
4. Selon l 1 invention, au moins un des peptides de 
1 T assemblage pe.ut etre un peptide comportant . une 
sequence choisie parmi les sequences ID n°l a 10 de la 
liste de sequences annexees. 
20 Ces assemblages peuvent egalement etre 

synthetises par les procedes classiques de synthese de 
la chimie organique ou de la chimie des proteines, 
ainsi que par recombinaison genetique in vivo ou in 
vitro r par g6nie genetique, etc., par exemple par un 
25 des procedes precites. 

Ces assemblages ont notamment pour but 
d'augmenter 1' affinite des peptides de la presente 
invention pour le phospholipide, par exemple pour un 
phpspholipide charge . negativement . 
30 L f utilisation d T un assemblage de la presente 

invention peut se faire dans trois directions : la 
therapeutique, la recherche et le diagnostic, et les 
applications sont tres nombreuses. 

Les pathologies specialement visees par 
35 la presente invention sont : (i) les troubles de la 
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coagulation sanguine, (ii) les phenomenes d'apoptose 
consecutifs a 1 ' action de composes chimiques, d'effets 
physiques comme les radiations ionisantes, d'effets 
biologiques comme ceux lies a la formation ou la 
5 necrose des tissus cancereux, outre les phenomenes 
normaux d'apoptose, (iii) les pathologies 

inflammatoires, et (iv) les troubles associes aux 
relations entre les cellules et la matrice 
extracellulaire et notamment le collagene. 

Les peptides de la presente invention presentent 
en outre un avantage important par rapport aux composes 
de l'art anterieur : la reversibility de leurs 
processus de repliement qui permet leur manipulation a 
des temperatures elevees mais compatibles avec la 
15 stability chimique des peptides, a des fins de 
modifications chimiques dans le but de developper des 
molecules utilisables en imagerie et en therapeutique . 

En outre, en raison de leur faible taille, les 
peptides de la presente invention peuvent etre 
20 facilement associes a d'autres proteines soit pour 
former des proteines chimeres multif onctionnelles , soit 
pour introduire un mecanisme de regulation par des 
effecteurs autres que les phospholipides de 
signalisation. 

25 Les Peptides de la presente invention peuvent 

etre utilises en tant que tels pour fabriquer un 
medicament utilisable pour un traitement ou pour une 
prophylaxie car ils possedent des proprietes 
anticoagulante et anti-inf lammatoire intrinseques . lis 

30 permettent d'effectuer un tapissage des surfaces 
cellulaires, capable d'interdire l'acces de composes 
impliques dans les etapes primaires de la coagulation 
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sanguine et les phenomenes inf lammatoires a ces 
surfaces . 

Ainsi, selon 1' invention, les peptides ou 
assemblages de la presente invention peuvent £tre 
utilises en tant que tels pour preparer un medicament, 
par exemple choisi parmi un medicament destine au 
traitement d'une thrombose, un medicament destine au 
traitement d'une tumeur, un medicament ayant une action 
anti-inf lammatoire . 

Les peptides de la presente invention peuvent 
egalement §tre utilises couples a des molecules de 
traitement pour le ciblage de ces molecules vers des 
zones presentant des charges negatives telles qu'a un . 
site du thrombus, d'une inflammation ou vers une zone 
15 tumorale. Dans cette application, les peptides et . 
assemblages de la presente invention sont par exemple 
couples respectivement a une molecule qui a une action 
thrombolytique, a une molecule qui a une action anti- 
inf lammatoire ou a une molecule qui a une action anti- 
20 tumorale. Des exemples de molecules ayant une activite 
thrombolytique utilisables selon la presente invention 
sont les streptokinases, les urokinases, et les 
activateurs du plasminogene . D'une fa 9 on generale les 
peptides et assemblages de la presente invention 
25 peuvent etre couples indif f eremment a des composes pro- 
apoptotiques anti-apoptotiques et anti-inf lammatoires . 

Les peptides et assemblages de la presente 
invention peuvent done etre utilises couples a une 
molecule ayant une activite thrombolytiques pour 
30 fabriquer un medicament utilisable dans le traitement 
et la prophylaxie de la thrombose ; couples a une 
molecule ayant une action anti-inf lammatoire pour 
fabriquer un medicament utilisable par exemple par voie 
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locale ou par voie intraveineuse pour traiter des 
pathologies aigues comme l'asthme, la RCH, la maladie 
de Crohn, le choc septique, les maladies du collagene 
et l'arthrite ; ou couples a une molecule ayant une 
action antitumorale pour fabriguer un mgrfi^m.nf 
utilisable pour traiter des tumeurs. 
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Pour une utilisation dans la recherche ou le 
diagnostique, les peptides de la presente invention 
10 peuvent etre couples a une molecule de marquage 
permettant sa detection. Cette molecule de marquage 
peut etre par exemple une molecule f luorescente, des 
particules d'or ou de composes denses , de type 
nanoparticules, pour la microscopie elect ronique , un 
radioelement, un compose paramagnetique et de maniere 
generale, une des molecules de marquage couramment 
utilisees dans les laboratoires . Pour faciliter 
certains marquages ou liaisons, cette molecule pourra 
§tre liee a l'un des partenaires du systeme avidine- 
2 0 biotine. 

Selon 1' invention, les peptides et les 
assemblages chimiques selon 1' invention peuvent etre 
couples a une molecule de marquage pour former un 
compose de marquage utilisable par exemple pour un 

25 diagnostique in vivo ou in vitro. 

En effet, les peptides de la presente invention 
peuvent etre utilises pour la detection de pathologies 
impliquant 1« apparition de charges negatives a la 
surface des cellules et la liberation dans le sang de 

3 0 microvesicules : par exemple les troubles de la 
coagulation, les pathologies inf lammatoires aigues, 
etc. et l'apoptose. 
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lis peuvent, par exemple, etre couples a des 
radioelements a vie courte tels que le technetium ou le 
fluor 18 et permettre une detection "in vivo" de la 
localisation des zones thrombotiques lors d 1 accidents 
5 vasculaires de toutes sortes, en particulier des foyers 
apoptotiques et inf lammatoires , en utilisant des 
systemes d 1 imagerie . 

Lies peptides de la presente invention peuvent 
aussi, par exemple, §tre couples a des composes 
10 paramagnetiques, tel qu'un complexe de gadolinium, a 
tout agent de contraste utilisable en imagerie par 
resonance magnetique (IRM) tel que par exemple un 
compose paramagn§tique ou un compose ferroraagnetique, 
ou a tout el6ment radioactif a dur<Se de vie courte. lis 
15 peuvent ainsi permettre une detection "in vivo" de la 
localisation des zones thrombotiques, des zones 
apoptotiques et inf lammatoires . 

Les couplages precites peuvent etre realises par 
toutes les techniques classiques de chimie organique 
20 connues de l'homme du metier. 

Par exemple dans le cas du technetium, ce dernier 
peut etre couple directement au peptide de la presente 
invention, par exemple lorsque le peptide de sequence 
(I) comporte une sequence de f onctionnalisation telles 
25 que celles decrites ci-dessus. Ce type de couplage est 
deer it par exemple dans le document US 6 323 313 de J. 
F. Tait et al . L'homme du metier comprendra que des 
marqueurs equivalents au technetium pourront egalement 
etre couples de cette maniere directement au peptides 
3 0 de la presente invention. 

Le technetium, ou tout autre metal tels que ceux 
cites dans la presente, peut aussi etre couplS 
indirect ement au peptide de la presente invention. Ce 
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couplage est realise par exemple au raoyen' d'une cage 
complexant ledit metal. Cette cage peut etre fixee au 
peptides de la pr6sente invention au moyen d'une 
sequence de f onctionnalisation telles que celles 

d^crites — ci -de ssus, — Dans — 1-^e-x-emp-l-e — du — technetium-; — deir 

cages a technetium utilisables selon la presente 
invention sont decrites par exemple dans le document 
99mTc Labeling of Highly Potent Small Peptides Shuang 
Liu, D. Scott Edwards, and John A. Barrett, 
Bioconjugate Chem. 1997, 8, 621-636. 



Les peptides ou assemblages couples ou pr§ts a- 
etre couples, suivant 1 ' application desiree, peuvent 
etre avantageusement conditionnes sous la forme de 
trousses de diagnostique . Ainsi, la presente invention 
fournit egalement une trousse de diagnostic comprenant 
un peptide ou un assemblage conformes a la presente 
invention. Cette trousse de diagnostic peut par exemple 
comprendre en outre un reactif adequat permettant de 
detecter ladite molecule de marquage . 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d' analyse et de detection de charges negatives 
a la surface de cellules, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un peptide ou un assemblage chimique de la 
presente invention. . 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d' analyse et de detection de microvesicules 
dans le sang, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
peptide ou un assemblage chimique conformes a la 
presente invention couple a un marqueur. 

Dans une autre application de la presente 
invention, des peptides ou des assemblages de 




couplage est realise par exemple au moyen d'une cage 
complexant ledit metal- Cette cage peut etre fixee au 
peptides de la presente invention au moyen d'une 
sequence de f onctionnalisation telles que celles 
decrites ci-dessus. Dans 1' exemple du technetium, des 
cages a technetium utilisables selon la presente 
invention sont decrites par exemple dans le document 
99mTc Labeling of Highly Potent Small Peptides Shuang 
Liu, D. Scott Edwards, and John A. Barrett, 
Bioconjugate Chem. 1997, 8, 621-636. 

Les peptides ou assemblages couples ou prets a 
etre couples, suivant 1' application desiree, peuvent 
etre avantageusement conditiorines sous la forme de 
trousses de diagnostique . Ainsi, la presente invention 
fournit egalement une trousse de diagnostic comprenant ' 
un peptide ou un assemblage conformes a la presente 
invention. Cette trousse de diagnostic peut par exemple 
comprendre en outre un reactif adequat permettant de 
detecter ladite molecule de marquage. 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d' analyse et de detection de charges negatives 
a la surface de cellules, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un peptide^ ou un assemblage chimique de la 
presente invention, le peptide ou 1 ' assemblage pouvant 
etre couple a un marqueur. 

La presente invention fournit egalement une 
trousse d 1 analyse et de detection de microvesicules 
dans le sang, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
peptide ou un assemblage chimique conformes a la 
presente invention, le peptide ou l 1 assemblage pouvant 
etre couple a un marqueur. 

Dans une autre application de la 
presente invention, des peptides ou des assemblages de 
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1' invention peuvent etre utilises, par exemple, pour le 
recouvrement d'un materiau biocompatible. Ce type de 
materiau est utilisable dans deux sortes de 
conditions : i) les circulations extracorporelles , et 
5 ii) la conservation du sang. 

Ainsi, les peptides de la presente invention 
trouvent une application par exemple pour la 
fabrication d'un filtre pour le piegeage et la 
recuperation, dans la circulation sanguine extra 
10 corporelle de cellules circulantes activees : 
plaquettes, globules rouges, leucocytes... Le sang 
reintroduit chez le patient sera ainsi debarrasse des 
cellules susceptibles de creer des coagulations 
anormales, des reactions febriles etc.... Ce filtre peut 
15 se presenter sous la forme d'un film plisse de polymere 
biocompatible sur lequel peuvent etre greffe par tout 
moyen approprie les peptides de la presente invention. 
Ces raeraes filtres peuvent etre introduits dans les 
poches servant a la conservation du sang ou tapisser 
20 l'interieur de celles-ci. Ces filtres constituent des 
"Sponges" capable de capter en continu les cellules 
sanguines contenues dans la poche qui sont activees en 
particulier a la suite de leur vieillissement et de 
leur engagement dans le processus d'apoptose. 

Les differents marquages, couplages et fixation 
exposes ci-dessus, se feront de toute preference en 
preservant l'activite du peptide de la presente 
invention, en general aux extremites ou au niveau des 
extremites du peptide de la presente 'invention ou sur 
3 0 des residus de surface. 

D'autres avantages et caracteristiques de la 
presente invention apparaltront encore a la lecture des 
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exeraples illustratifs et non limitatifs qui suivent, en 
reference aux figures en annexe. 

BREVE DESCRIPTION DE LA LISTE DE SEQUENCES 

5 - Les sequences IDn°l a IDn°14 annexees sont des 

exeraples de peptides comportant la sequence peptidique 
(I) et (II) de la presente invention. 

En, particulier, les sequences IDn°ll, IDn° 13 et 
IDn°14 sont des exemples de peptides comportant la 
10 sequence peptidique de la presente invention dans 
lesquels des mutations ont ete introduites pour 
augmenter 1 ' af finite pour le calcium et les 
phospholipides . 

15 BREVE DESCRIPTION DES FIGURES 

Les figures 1 et 2 sont des micrographies 
obtenues a partir de coupes de tissus respect ivement 
d'un cceur apoptotique (figure 1) et d'un rein (figure 
2) . Ces coupes ont ete obtenues d'une part (cliches de 

20 gauche) avec des peptides AFIM-f luoresceine (AFIM-F) de- 
la presente invention, d' autre part (cliches de droite) 
avec de l'annexine 5 -f luoresceine (A5-F) (compose de 
l'art ant6rieur) : microscopie de fluorescence, 
grossissement x 40. Les cliches du centre ont ete 

25 obtenus avec de 1 ' hematoxyline : microscope en lumiere 
visible, grossissement x 40. Sur la figure 1, les 
photos du haut et du bas representent differentes 

coupes du coeur . 

La figure 3 est un graphique qui represent e 
30 le taux d'helicite « H » (en %) d'un peptide selon la 
presente invention en fonction de la temperature « t » 
en °C. 
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EXEMPLES 



Exemple 1 : Synthese par recombinaison gene ti que : 
Expression et purification des peptides de sequences ID 
n°l a _X D n°n ri<* la pre aente-.inven-t-i-Qn 



Les sequences ID n°l a ID n°14 ont ete preparees 
par surexpression dans E. Coli selon le m§me protocole 
que celui qui a ete decrit par F. Cordier-Ochsenbein et 
al. dans J. Mol . Biol. 279, 1177-1185. 
10 Les cDNA de chacune de ces sequences ont ete 

prepares en utilisant une reaction de polymerase en 
chaine (PGR) . lis ont ete insures dans le vecteur pGEX- 
2T (Smith & Jonhson, 1998) . La figure 2 est un schema 
illustrant 1« insertion du cDNA dans le vecteur. 
15 L ! absence de mutations induites par la PCR a ete 
controlee par sequengage. 

La production des peptides est effectuee en 
utilisant la souche E. Coli BL21 contenant le vecteur 
d' expression decrit plus haut . Apres induction par 
20 1 1 isopropylthiogalactopyranoside (IPTG, 100 yim) jusqu'd. 
une densite optique de 1 a 600 nm, la pousse est 
continuee jusqu'a ce qu'un plateau soit atteint, c'est- 
t-dire pendant environ 3 heures . Apres centrifugation, 
les bacteries sont re-suspendues dans le tampon de lyse 
25 comprenant 50 mM Tris-HCl, pH 8 , 10 mM EDTA, 500 mM 
NaCl, 5% (v/v) glycerol, 1% (v/v) Triton X100, 1 mM 
dithiothreitol (DTT) , 1 mM f luorure de 

phenylmethylsulfonyl (PMSF) et 20 ug/ml d' aprotinine . 

La purification a ete effectuee de la fa<?on 
3 0 suivante : apres sonication et centrif ugation a 
10000 g, le surnageant contenant les proteines solubles 
est incube avec des billes de glutathion/agarose 
permettant la liaison specifique a ces billes de la 
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proteine de fusion GST-domaine . Aprds lavage avec une 
solution contenant 1 M NaCl, 50 mM Tris-HCl a pH 8 , 70 
unites de thrombine par litre de culture sont ajoutes 
et les sequences sont eluees. 

Les sequences sont alors purifiees sur une . 
colonne proRPC (marque de commerce) de type 16/10, 
fournie par la societe Pharmacia en utilisant un 
systeme FPLC et un gradient lineaire d'eau de qualite 
Millipore (marque de commerce) contenant 0,1% (v/v) 
d'acide trifluoroacetique TFA, et d' acetonitrile 
contenant 0,1% de TFA. La vitesse d'ecoulement est 
ajustee a 2,5 ml/minute. Les sequences sont ensuite 

lyophilis^es . 

Le rendement final pour chaque peptide est 
15 d' environ. 8 mg de sequence par litre de culture. 

Exemple 2 t Exemple de syn these chimique de peptides de 
la presente invention 

Les peptides de la presente invention ont ete 
2 0 fabriques dans cet exemple par synthese chimique en 
phase solide avec un synthetiseur automatique de 
peptides Applied Biosystems, mod. 43 3A, et en chimie 
Fmoc, qui utilise le groupement 

Fluorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) pour la protection 
25 temporaire de la fonction a-aminique des acides amines. 

Les groupements protecteurs utilises pour 
prevenir les reactions secondaires des chaines 
laterales des acides amines, dans cette strategie Fmoc, 
ont ete le tertio-butyle ether (tBu) pour les residus 
3 0 Ser, Thr et Tyr ; tertio-butyle ester (OtBu) pour Asp, 
Glu ; trityle (Trt) pour Gin, Asn, Cys, His ; 
tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour Lys et 
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2, 2 , 5, 7, 8-pentametylchromane-6-sulfonyle (Pmc) pour 
Arg. 

La reaction de couplage se deroule avec un exces 
de 10 equivalents d'acides amines (1 mmol) par rapport 
5 a la resine (0,lmmol). L'acide . amine p rohs g^ eat 
dissous dans 1 ml de N-methylpyrollidone (NMP) et 1 ml 
d'une solution de l-N-hydroxy-7-azabenzotriazole (HOAt) 
1M dans le solvant NMP. 1 ml d'une solution de 
N,N' -dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 1M est alors 
10 ajoute. Apres 40 a 50 minutes d' activation, 1' ester 
actif forme est transfere dans le r6acteur qui contient 
la resine. Avant cette etape de transfert puis de 
couplage, la resine est deprotegee de son groupement 
Fmoc par une solution de 2 0 % de piperidine dans le 
15 NMP. L' exces de piperidine est enlevS par lavage a la 
NMP apres 5 a 10 minutes environ. 

Pendant la deprotection, la detection des adduits 
dibenzofulvene -piperidine a 3 05 nm permet de suivre le 
bon deroulement de la synthase . En effet, la 
20 quantification de l'adduit permet d'estimer 
l'efficacite de la deprotection du groupement Fmoc et 
par suite du couplage du dernier acide amine incorpore. 

Le clivage de la resine et des groupements 
protecteurs presents sur les chaines laterales a ete 
25 realise simultanement par traitement du peptide lie a 
la resine par de l'acide trif luoroacetique (TFA) . Avant 
d'effectuer le clivage, la resine a ete lavee plusieurs 
fois au dichlorome thane (DCM) et enfin sechee . Le 
reactif utilise lors du clivage est un melange acide 
3 0 contenant 81,5 % de TFA et les piegeurs phenol (5 %) , 
eau (5 %), ethanedithiol (2,5% lorsque le peptide 
comporte une cysteine) et tri- isopropylsilane (1 %) . La 
resine a et6 traitee avec ce melange pendant trois 
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heures sous agitation et a temperature ambiante, a 
raison de 100 ml de solution par gramme de resine. Le 
peptide libre en solution a ete recupere par 
filtration. Le peptide a ete ensuite precipitee et 
5 lavee a froid dans 1' ether de diisopropyle. puis dissous 
dans de l'acide acetique a 20 % et lyophilisee. 

Le peptide recupere apres lyophilisation, le brut 
de synthese, se trouve sous forme reduite, c'est a dire 
que les ponts disulfures inter-chaines ne sont pas 
10 formes . 

Le peptide est alors purifie sur une colonne 
proRPC (marque de commerce) de type 16/10, foumie par 
la societe Pharmacia en utilisant un systeme FPLC et un 
gradient lineaire d' eau de qualite Millipore (marque de 

15 commerce) contenant 0,1% en volume d' acide 
trifluoroacetique TFA, et d' acetonitrile contenant 0,1% 
de TFA. La vitesse d'ecoulement est ajustee a 2,5 
ml/minute. Le peptide est ensuite. lyophilis6. 

Les produits obtenus ont ete analyses par 

20 spectrometrie de masse. 

Exemple 3 : Stabilite des sequences ID n°l a IDn°14 

Cet exemple montre que les peptides de la 
presente invention constituent des proteines de 
25 repliement stables. 

Composition du blanc (temoin) : 

Tris 50 mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM pH8 10 uL 

H 2 0 990 ^ L 

Ajuste a pH8 
30 Composition de 1 ' echantillon : 

Echantillon : domaine purifie dans tampon Tris 50 mM, 
NaCl 150 mM, pH8 Concentration aprox. : 200 mg.ml. 
Domaine : 10 uL soit 300 uM final. 
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H 2 0 : 990 |iL. 

pH mesure a 7,8. 

Configuration materielle et loqicielle 
Appareil Jobin Yvon CD6 . 
5 Logiciel . CD-max 



Trajet optique cie la cuvette de mesure : 1 cm. 

La figure 1 annexee represente le taux d'helicite 
de AFIM en fonction de la temperature tel qu ! il est 
mesure a 1 1 aide du signal de dichroisme circulaire dans 

10 l'UV lointain a la longueur d'onde de 22 0 nm. 

Sur cette figure, la valeur du signal a 14 °C est 
prise pour le 100% du contenu en helice du peptide. La 
denaturation thermique du peptide est bien cooperative 
et demontre qu 1 a basse temperature et notamment & 37°C 

15 il s'agit d'un peptide convenablement replie et 
presentant une stabilite amelioree. 



Exemple 4 : Assemblages de deux peptides de la present e 
invention 

Le procede decrit dans 1' exemple 1 ci-dessus est 
utilise pour synthetiser une sequence peptidique de 
sequence IDn°l- (gly) 4 -IDn°l . 

Le rendement final pour 1' assemblage est 
d f environ 14 mg/litre de culture. 

Exemple 5 : Marquage d'un peptide de la present e 
invention par la fluoresceine 

Dans les exemples qui suivent , le peptide de la 
presente invention est appele APIM-SH. II a une 
sequence peptidique telle que definie par la sequence 
(I). Les sequences IDn°l a IDn°14 sont testees. 

La fluoresceine est une molecule qui emet une 
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fluorescence verte d'une longueur d'onde de 525 run 
lorsgu'elle est excitee a une longueur d'onde de 
488 nm. L' emission de lumiere verte est detectee par 
des cameras ou des photomultiplicateurs . Ce couplage 
5 d'AFIM a la fluoresceins permet de detecter la presence 
des cellules presentant la PS aussi bien in vitro que 
in vivo chez des petits animaux. 

Selon la presente invention, il est possible de 
marquer AFIM au niveau des residus de surface sur toute 
10 cysteine qui serait introduite a la place de n' import e 
quel acide amine present a la surface d'AFIM (residus 
de surface) pour autant que la fonction de liaison aux 
membranes lipidiques ne soit pas perturbee. AFIM ainsi 
modifie est designe AFIM-SH ci-dessous. 
15 Le COU plage de la f luoresceine se fait par 

1' intermediate d'une fonction maleimide representee 
ci-dessous sur AFIM par la fonction SH. 

La fluoresce ine est couplee a une ou plusieurs 
cysteine (s) de la sequence, de maniere covalente, en 
20 utilisant une fonction maleimide. 

Schema general du marquage (schema I) : 




+ AFIM-SH 



ARM, 




25 



Tout le marquage se fait a une temperature 

inferieure k 20°C. 

AFIM-SH est en solution dans du tampon Tris 
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(50 mM) , NaCl (150 mM) , pH = 7 . 4 . 5 equivalents de DTT 
en solution dans le m§me tampon sont additionnes a la 
solution de AFIM-SH. Le milieu est agite durant 30 min. 

A l'abri de la lumiere: la fluoresceine (5 
5 equivalents d' A FIM-SH + 2 equiv alents de DTT . I — es-t-pe&ee- 
et dissoute dans du DMF , et additionn6e a la solution 
precedente . Le tout est agite, et la reaction est 
poursuivie 30 min. Puis le milieu est dilue dans 150 ml 
de tampon PBS (Phosphate 20 mM, NaCl 150 mM) , pH = 7.4, 

10 et ultra- filtre sur membrane YM3 (marque de commerce) * 
L' echantillon est re-dilue et ultra-filtre plusieurs 
fois, en faisant le spectre UV du filtrat. 

Lorsqu'il n'y a plus de fluoresceine dans le 
filtrat (pic a 490 nm) , 1 ' echantillon est concentre a 

15 quelques ml et conserve au frais a 4°C. 

Les produits AFIM-Fluoresceine ont ete employes 
pour detecter des cellules apoptotiques en cytometrie 
de flux in vitro, ainsi que chez des animaux in vivo de 
2 0 la maniere decrite dans 1'exemple 6 suivant . 

Exemple 6 ; Resultats de mar qu ages de cellules 
apoptotiques par les produits AFIM-Fluoresceine 
Imagerie de cellules cardiaques apoptotiques apres un 

25 infarctus chez le rat. 

Un moddle d'apoptose chez le rat est utilise 
comme il est decrit dans 1" article paru dans 
Circulation .Res. 1996, 79, 946-956. 

Brievement, quatre rats (3 00 g chacun) ont ete 

30 anesthesies, intubes et ventiles. L'ischemie du 
myocarde fut provoquee par une occlusion temporaire de 
I'artere coronaire. Apres 3 0 minutes d' occlusion, 
1 1 artere coronaire fut re-perfusee pendant une heure . 
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A la fin de la periode de re-perf usion, les 
peptides AFIM-Fluoresceine de l'exemple 5 ont §te 
injectes dans la veine jugulaire a raison de 200 |ag de 
peptide pour chacun de deux des rats dans un volume 
5 total de 1 nil , 

A titre comparatif, 200jig d'annexine 5- 
Fluoresceine (composes de 1'art anterieur) ont ete 
injectes dans les mimes conditions pour chacun des deux 
autres rats dans un volume total de 1 ml . 
10 Les rats ont 6t6 sacrifi^s aprds 60 minutes. 

Cinq organes ont ete conserves pour cette etude: 
le coeur, le poumon, le rein, le foie et le cerveau. II 
ont ete laves et rinc€ en presence de formol. Les 
organes ont ensuite ete deshydrates et impregnes de 
15 paraffine pendant environ 12 heures puis des coupes de 
7 Jim furent effectuees. 

Quelques coupes furent colorees a 1 1 hematoxyline . 
Les coupes ont ete examinees au microscope a 
fluorescence et les coupes adjacentes colorees a 
20 1 'hematoxyline furent examinees avec un microscope en 
lumiere visible. Les coupes colorees a 1 1 hematoxyline 
(marquees HI et H2 respect ivement sur les figures 1 et 
2 annexees) permettent une visualisation de 
1 1 architecture des tissus et la microscopie de 
25 fluorescence de detecter le marquage par AFIM- 
Fluoresceine (AFIM-F) ou par 1 1 annex ine 5-Fluoresceine 
(A5-F) . 

La figure 1 annex^e montre les images obtenues 
pour le coeur apoptotique et la figure 2 annexee montre 
30 les images obtenues pour le rein. 

La figure 1 montre clairement 1 ' excds de 
fluorescence correspondant & 1 1 accumulation de marqueur 
au niveau des cellules apoptotiques . Le contraste est 
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visiblement bien meilleur avec AFIM de la presente 
invention qu 1 avec 1 1 annexine 5 de 1'art anterieur. 

La figure 2 montre le marquage du rein lie a 
l 1 elimination partielle des produits. Dans le cas de 
5 AFIM les glomerules ne semble pas marques, seule les 
tubules proximaux sont partiellement marques. Par 
contre dans le cas de 1 T annexine 5 de l'art anterieur 
1' ensemble du tissus renal est fortement marque, ce qui 
est en accord avec la toxicite renale observee pour 
10 cette proteine. 

Les resultats obtenus dans cet exemple demontrent 
une grande specificite des peptides de la presente 
invention pour le marquage des cellules. 

15 L e marquage du peptide AFIM, par exemple de IDn°l 

a 10, par la fluoresceine permet done de detecter 
efficacement la phosphatidylserine (PS) presente a la 
surface externe des cellules impliquees dans des 
processus physiopathologiques comme la mort cellulaire 

20 programmee (apoptose) la coagulation du sang, la 
reaction inf lammatoire . 



Exemple 7 : Marquage d'un peptide de la presente 
invention par le technetium 99m Tc 

Le marquage d'AFIM par le 99m Tc permet, comme pour 
la fluoresceine, de detecter la phosphatidylserine (PS) 
presente & la surface externe des cellules impliquees 
dans .des processus physiopathologiques comme la mort 
cellulaire programmee (apoptose) , la coagulation du 
sang, la reaction inf lammatoire . Le 99ra TC est un 
emetteur de rayons y qui permet une detection d'AFIM 
dans toute zone du corps par differents types de 
cameras detectant les rayonnements y. Ce couplage 
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d'AFIM au 99m Tc perraet de detecter la presence des 
cellules presentant la PS in vivo chez tout etre 
vivant . 

Deux types de raarquage au technetium sont exposes 
5 . dans cet exemple : un marquage indirect (A) et un 
raarquage direct (B) . 



A) MARQUAGE INDIRECT 

Dans cet exemple, AFIM-SH est couple, au niveau 
10 d'une cysteine de sa sequence, a une molecule 
complexante appelee molecule cage, capable de recevoir 
de maniere specif ique l'ion 99m Tc. La reaction de 
couplage est schematisee ci-dessous (schema II) . 

La molecule cage choisie est le NH 2 -C 3 (Bham) 2 (2) . 
15 decrit dans le document suivant: Bis (Hydroxamamide) - 
Based Bifunctional Chelating Agent for 99mTc Labelling 
of Polypeptides, Le-Cun Xu et al . Bioconjugate Chem. , 
1999, 10, 9-17. Cette cage est couplee au derive . 
maleimide . (1) selon le schema (II) pour donner le . 
2 0 marqueur (3) qui est ensuite couple a AFIM-SH pour 
donner le compose nomme AFIM-cage (Schema (II)). Le 
couplage est effectue de la facon suivante : 

AFIM-SH est en solution dans du tampon Tris 
(50 mM) , NaCl (150 mM) , pH = 7.4. 5 equivalents d' 
25 hydrochlorure de tris- (2-carboxyethyl) -phosphine (TCEP) 
sont peses, dissous dans le meme tampon et additionnes 
a AFIM-SH. Le milieu est agite et laisse a temperature 
ambiante durant 30 minutes. 

Pendant ce temps, 10 Equivalents de (1) sont mis 
3 0 en solution dans du dimethyl formamide (DMF) et 
transferes sur 20 equivalents de cage (2) dans le meme 
volume de DMF. Aprds 10 man de r6action, le produit est 
a j out€ a AFIM-SH. 
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Le tout est agite, et la reaction est poursuivie 
3 0 min a temperature ambiante. Puis le milieu est 
dissous dans 150 ml de tampon Tris (SO tnM) , NaCl 
fl50 ml), pH = 7.4, et ultra-f iltr<§ sur membrane YM3 

(marque de commerce). L' echantillon eat-. r^jjJLug e£- 

ultra-filtre plusieurs fois, en faisant le spectre UV 
du filtrat. Lorsqu'il n'y a plus de DMF dans le filtrat 
(pic a 214 nm) , 1 ' echantillon est concentre a quelques 
ml et conserve au frais (4°C) . 




+ AFIM-SH 

O 




H H 



Schema (II) 
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Une quantite adaptee a la taille de 1' animal, du 
peptide couple a la cage a technetium (AFIM-cage) 
prepare dans cet exemple, est prelevee et une solution 
5 aqueuse de SnCl 2 (6 equivalents par rapport au peptide) 
est ajoutee. La solution de 99ra Tc0 4 ~ est ajout6e et la 
reaction est poursuivie 30 minutes a temperature 
ambiante . 

La solution de peptide marque (AFIM- cage - 99m Tc) est 
10 ensuite directement injectee par voie intraveineuse a 
1 ' animal . 

Les images sont alors recueillies au moyen d'une 
camera capable de detecter des rayons y (SPECT ou autre 
camera) . 

15 

B) MARQUAGE DIRECT 

Daris cet exemple, AFIM est marque au technetium 
sans cage. Pour cela, AFIM est dote d'une sequence de 
fonctionnalisation de quatre acides amines qui fixent 
20 directement le technetium. 

La sequence peptidique IDn°ll est utilisee dans 
cet exemple. La sequence de fonctionnalisation est Gly- 
Ser-Gly-Cys du cote N-terminal, les residus 5 a 79 de 
la sequence IDn°ll etant ceux forraant le sequence (I) 
25 de la presente invention. 

Pour le marquage, le peptide de sequence IDn°ll 
et 5 equivalents de TCEP sont mis en solutions dans du 
serum physiologique et equilibres pendant 15 mn. On 
ajoute ensuite 10 equivalents de SnCl 2 . Cette solution 
30 peut etre lyophilisee et conservee sous azote. 

Le marquage est effectue en ajoutant une solution 
de 99n, Tc0 4 " . Apres une incubation de 15 minutes, la 
solution est pass6e sur une colonne PD10 (marque de 
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commerce) . 

La sequence IDn°ll marquee directement au 
technetium (AFIM- 99m Tc) est injectee par voie 
intraveineuse . 

J] Les images sont alors recueillies avec une camera 

telle que celle utilisee ci-dessus. 



Exemple 8 : Marquage d'un peptide de la presente 
invention avec du gadolinium 

10 AFIM couple au gadolinium : AFIM-cage-Gd (marquage 
indirect) . 

Le marquage d' AFIM par le gadolinium permet, 
comme pour les precedents marqueurs, de detecter la 
phosphatidylserine (PS) presente a la surface externe 

15 des cellules impliqu§es dans des processus 
physiopathologiques comme la mort cellulaire programmee 
(apoptose) / la coagulation du sang, la reaction 
inf lammatoire . Le gadolinium est un agent 
paramagnetique qui permet une detection d' AFIM dans 

20 toute zone du corps par des procedes d' imagerie par 
resonance magnetique nucleaire. Ce couplage d 7 AFIM au 
gadolinium permet de detecter avec une resolution 
pouvant aller jusqu'au mm la presence des cellules 
presentant la PS in vivo chez tout £tre vivant . 

25 Comme pour la fluoresceine, AFIM peut etre 

couplee, au niveau d'une cysteine, a une molecule 
chimique capable de recevoir de maniere specifique 
l'ion gadolinium. Une fois cette cage a gadolinium 
construite, le couplage est realise avec AFIM comme 

30 decrit ci-dessous. 

AFIM-SH est en solution dans du tampon Tris 
(50 MM), NaCl (150 mM) , pH = 7.4. 5 equivalents de TCEP 
sont peses et dissous dans le merae tampon et 
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additionn<§s a AFIM-SH. Le milieu est agite et laiss<§ & 
T.A. durant 3 0 min. 

La cage a gadolinium utilisee est celle decrite 
dans le document P. KANTHI, et al. ; « Synthesis of 
5 Charged and Uncharged Complexes of Gadolinium and 
Yttrium with Cyclic Polyazaphosphinic Acid Ligands for 
in vivo Applications », J.CHEM SOC. PEKIN TRANS. 2, 
1993, pp. 605-618. 

5 equivalents de cage, par rapport £ AFIM-SH, 
10 sont dissoutes dans du DMF, et ajoutes a AFIM-SH. Le 
tout est agite, et la reaction est poursuivie 30 min a 
T.A. Puis le milieu est dissous dans 150 ml de tampon 
Tris (50 mM) , NaCl (150 nM) , pH = 7.4, et ultra-filtre 
sur membrane YM3 . L' echantillon est re-dilu6 et ultra - 
15 filtre plusieurs fois, en faisant le spectre UV du 
filtrat. Lorsqu'il n'y a plus de DMF dans le filtrat 
(pic a 214 nm) , 1 ' §chantillon est concentre a quelques 
ml et conserve au frais §l 4°C. 

2 0 Le produit, tone fois purifie est inject^ par voie 

intraveineuse . 

Les images sont recueillies au moyen d'une camera 
de detection. 

25 Exemple 9 : Marquage v d'un peptide de la presente 
invention avec de l'or 

Le marquage d'AFIM par l'or est un marquage 
direct. II permet de detecter la phosphatidylserine 
(PS) presente a la surface externe des cellules 

3 0 impliquees dans des processus physiopathologiques comme 

la mort cellulaire programm^e (apoptose) la coagulation 
du sang, la reaction inf lammatoire . 

L'or est un metal dense aux electrons et permet 
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son usage en microscopie electronique . Ce couplage 
d'AFIM a l'or permet de detecter et de localiser la 
phosphatidylserine a 1'echelle de la cellule et des 
compartiraents sub-cellulaires , Le produit couple peut 

5 etre utilise in vitro. 

AFIM-SH est mis en solution dans du tampon Tris 
(50 mM) , NaCl (150 mM) , pH = 7.4. 5 equivalents de 
tris- (2-carboxyethyl) -phosphine (TCEP) en solution dans 
le meme tampon sont additionnes a AHM-SH . Le milieu est 

10 agite durant 15 min, 

Des billes d'or modifiees (contenant un maleimide 
gref f e : Nanogold Monomaleimide Interchim (marque 
deposee) ) sont dissoutes dans 20 ]il de DMSO et 20 0 ]il 
d'eau ; et addi tionn<§es a la solution precedente (2 

15 equivalents de billes par rapport a la proteine) . 

Le tout est agite, et la reaction est poursuivie 
une heure. Puis le milieu est purifi§ sur colonne de 
gel filtration (PD-10 Pharmacia (marque de commerce) ) 
et elue avec du tampon PBS (Phosphate 2 0 mM, NaCl 

20 150 mM) , pH = 7 .4 

AFIM-Au est utilisable sur des coupes de tissus 
ou sur des cellules isolees. L' analyse peut se faire 
par microscopie electronique. 
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REVINDICATIONS 

1. Peptide caracterise en ce qu'il comprend la 
sequence peptidique (I) suivante : 

5 

jl _ j2 _ j3 _ J* _ jS _ j6 _ Z 7 _ j9 _ jlO _ jjll _ Arg _ J 13 ~ J 14 -IJ 15 - Ly S - 

Gly-X 18 -Gly-Thr-J 21 -Glu-J 23 -J 24 -U 25 ^^ 

Arg-J^-J 34 -^ 5 -^ 6 ^ 37 -^ 8 -^ 9 -^ 0 -^ 1 -^ 2 -^ 3 -!! 44 -^ 5 -^ 6 -^ 7 - 
J 48 -J 49 -Arg-J 51 -U 52 -J 53 -J 54 -Asp-U 56 -Lys-Ser-Z s9 -Leu-J 61 -J 62 - 

10 J^-J^-Z^-J^-J^-U 68 -^ 9 -^ 0 -^ 1 - 1 " 72 -^ 3 -^ 4 -^ 5 (I) 

dans laquelle J, Z, U, X et B representent des 
acides amines tels que : • . : 

- les acides amines J sont choisis independamment 
15 les uns des autres parmi les acides amines naturels, ou 

des derives de ceux-ci, de telle maniere qu'au raoins 
50% d'entre eux sont des residus polaires choisis parmi 
Arg, Asn, Asp, : Cys, Gin, Glu, Gly, His, Lys, Orn, Pro, 
Ser, Thr et Tyr, 
20 - les acides amines U sont choisis parmi Ala, 

Cys, Gly, lie, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr et Val , 

- l'acide amine X 18 est choisi independamment des 
autres acides amines de la sequence parmi Ala, Asn, 
Cys, Gin, Gly, His, lie, Leu, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, 

25 Tyr et Val, 

- l'acide amine B 37 est choisi independamment des 
autres acides amines de la sequence parmi Arg, Ala, 
Cys, Gly, He, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr et Val, 

- l'acide amine Z 7 est choisi independamment des 
30 autres acides amines de la sequence parmi Asp et Glu, 

- les acides amines Z 59 et Z 65 sont choisis 
independamment parmi Glu, Asp, Lys ou Arg, 
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les exposants des J, z, U, X et B representant la 
position de ces acides amines dans ladite sequence. 

2. Peptide selon la revendication 1, dans lequel 
5 les acides amines J sont choisis indenendammeni- les mis 

des autres parmi Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu, 
Gly, His, He, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr Trp, 
Tyr et Val de telle maniere que au moins 50% d'entre 
eux sont des residus polaires choisis parmi Arg, Asn, 
10 Asp, Gin, Glu, Gly, His, Lys, Pro, Ser et Thr. 

3. Peptide selon la revendication 1, dans lequel 
les acides amines U et B de la sequence (I) sont 
choisis suivant un des exemples a) a j) exposes dans le 

15 tableau 1 suivant : 





U 8 


U 11 


u 15 


u 25 


u 29 


B 37 


u 40 


U 44 


u 52 


u 56 


u 68 


u 72 


Ex a) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 


Ex b) 


Ala 


He 


He 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


He 


Leu 


Ex c) 


Ala 


He 


He 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Met 


Val 


Ex d) 


Ala 


Leu 


Met 


Leu 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex e) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


He 


Arg 


Val 


Tyr 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex f) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


He 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex g) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


Val 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Phe 


Ex h) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Met 


Ex i) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


He 


Met 
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Ex j) 


Ala 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Ala 


Ala 


Ex k) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Tyr 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 


Ex 1) 


Val 


Leu 


Met 


He 


Leu 


Arg 


He 


Phe 


Leu 


Leu 


Val 


Leu 



{Ex ,= exemple) 



4 . Peptide comportant un sequence choisie parmi 
les sequences IDn°l & IDn°10 de la liste de sequences 

5 annexe e . 

5. Peptide comportant la sequence IDn°l de la. 
liste de sequence annexe e . 

10 6. Peptide selon l'une quelconque des 

revendi cat ions 1 a 5, comprenant en outre, liee a 
l'extremite N-terminale de la sequence (1), une 
sequence d'acides amines choisie parmi Gly-Ser-Cys- , 
Gly-Ser-Thr-, .Gly-Ser-Pro- , Gly-Ser-Ser- , Gly-Ser-Gly- , 

15 et Gly-Ser-Gln- . 

7. Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 5, comprenant en outre, li£e a 
I'extrSmite N-terminale de la sequence (I), une 

20 sequence d'acides amines Gly-Ser-Gly-Cys- , Gly-Cys-Gly- 
Ser , Gly-Ser-Gly-Ser, Gly-Cys-Gly-Cys , Gly-Cys-Gly-Ser . 

8. Peptide comportant la sequence !Dn°ll ou 
IDn°12 de la liste de sequences annexee. 

25 

9. Peptide comportant la sequence IDn°13 ou 
IDn°14 de la liste de sequences annexee. 



D i A r\ r\ n -> rz*r? 



Ex j) 



Ala 



Leu 



Met 



lie 



Leu 



Arg 



He 



Tyr 



Leu 



Leu 



Ala 



Ala 



Ex k) 



Ex 1) 



Val 



Val 



Leu 



Leu 



Met 



Met 



He 



He 



Leu 
Leu 



Arg 



Arg 



He 



He 



Tyr 



Phe 



Leu 



Leu 



Leu 



Leu 



Val 



Val 



Leu 



Leu 



JjF,x = exerople-)- 



4. Peptide comportant une sequence choisie parmi 
les sequences IDn°l a IDn°10 de la liste de sequences 
annexee . 



5. Peptide comportant la sequence IDn°l de la 
liste de sequence annexee. 



6. Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, comprenant en outre, liee a 
l'extremite N-terminale de la sequence (I), une 
sequence d' acides amines choisie parmi Gly-Ser-Cys-, 
Gly-Ser-Thr-, Gly-Ser-Pro-, Gly-Ser-Ser-, Gly-Ser-Gly-, 
et Gly-Ser-Gln-. 



7. Peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, comprenant en outre, liee a 
l'extremite N-terminale de la sequence (I), une 
sequence d' acides amines Gly-Ser-Gly-Cys-, Gly-Cys-Gly- 
Ser, Gly-Ser-Gly-Ser, Gly-Cys-Gly-Cys, Gly-Cys-Gly-Ser . 

8. Peptide comportant la sequence IDn°ll ou 
IDn°12 de la liste de sequences annexee. 



9. Peptide comportant la sequence IDn°13 
IDn°14 de la liste de sequences annexee. 
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10. Precede de fabrication d'un peptide selon 
I'une quelcongue des revendication 1^9, ledit procede 
comprenant une synthese chimique en phase solide dudit 
peptide 

5 

11. Procede de fabrication d'un peptide selon 
I'une des revendications 1 a 9, ledit procede 
comprenant les etapes suivantes : 

a) preparation d'un cDNA comprenant une sequence 
10 de base codant pour ledit peptide 

b) insertion dudit cDNA dans un vecteur 
d 1 expression approprie, 

b) transformation d'une cellule hote approprxfie, 
avec ledit vecteur . dans ■ lequel le cDNA a ete 

15 insure, pour une replication du plasmide, 

c) fabrication dudit' peptide par traduction 
dudit cDNA dans ladite cellule hote, et 

d) recuperation du peptide syrithetise . 

20 12. Procede selon la revendication 11, dans 

lequel le vecteur est un plasmide. 

13. Procede selon la revendication 11, dans 
lequel le vecteur est le vecteur p0EX~2T. 

25 ■:■ ' 1 

14. Proced§ selon la revendication 11, 12 ou 13, 
dans lequel la cellule hote est E. Coli. 

15. Assemblage chimique ayant une af finite pour 
30 un phospholipide, caracterise en ce qu'il comprend au 

moins deux peptides tels que definis dans les 
revendications 1 a 9, ident'iques ou differentes, 
lesdits peptides fit ant lies entre eux. 
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10. Precede de fabrication d' un peptide selon 
l'une quelconque des revendication 1 a 9, ledit precede 
comprenant une synthese chimique en phase solide dudit 
peptide 



5 



10 



11. Precede de fabrication en culture d'un 
peptide selon l'une des revendications 1 a 9, ledit 
procede comprenant les etapes suivantes : 

a) preparation d'un cDNA comprenant une sequence 
de base codant pour ledit peptide 

b) insertion dudit cDNA dans un vecteur 
d' expression approprie, 

c) transformation d'une cellule note appropriee, 
avec ledit vecteur dans lequel le cDNA a ete 
insere, pour une replication du plasrnide, 

d) fabrication dudit peptide par traduction 
dudit cDNA dans ladite cellule note, et 

e) recuperation du peptide syrithetise. 



15 



20 12 • Proc< ^e selon la revendication 11, dans 

lequel le vecteur est un plasmide. 

13. Procede selon la revendication 11, dans 
lequel le vecteur est le vecteur pGEX-2T 

25 

14. Procede selon la revendication 11, 12 ou 13, 
dans lequel la cellule note est E. Coll. 



o 



15. Assemblage chimique ayant une af finite pour 
un phospholipids, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins deux peptides tels que definis dans les 
revendications 1 a 9, identiques ou differentes, 
lesdits peptides etant lies entre eux. 
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16- Assemblage chimique selon la revendication 
15, dans lequel au moins un des peptides est un des 
peptides definis dans la revendication 4. 

5 

17. Utilisation d'un peptide selon l'une 
quelconque des revendi cat ions 1 a 9 pour le 
recouvrement d'un biomateriau. 

10 18. Utilisation d'un peptide selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 9 dans la fabrication 
d'un filtre pour le pitgeage de cellules sanguines 
circulantes activees. 

15 19 . Compose de marquage comprenant un peptide tel 

que definie dans l'une quelconque des revendications 1 
a 9 couple Sl une molecule de marquage ou a des 
nanoparticules denses en microscopie electronique . 

20 20. Compost de marquage caracterise en ce qu f il 

comprend un assemblage tel que defini dans la 
revendication 15 ou 16 couple a une molecule de 
marquage ou a des nanoparticules denses en microscopie 
electronique . 

25 

21. Compose selon la revendication 19 ou 20 dans 
lequel la molecule de marquage est une molecule 
f luorescente . 

30 22. Compose selon la revendication 19 ou 20 dans 

lequel la molecule de marquage est constitute d'un des 
partenaires du systerae avidine-biotine . 
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23. ComposS selon la revendication 19 ou 20 dans 
leguel la molecule de marguage est un radio§lement . 

24. Compose selon la revendication 19 ou 20 dans 
5 leguel la molecule de marguage est un agent de 

contraste en imagerie a resonance magnetigue, 

25. Compost selon la revendication 19 ou 20 dans 
leguel la molecule de marguage est du technetium. 

10 

26. Compose selon la revendication 19 ou 20 dans 
leguel les nanoparticules denses en microscopie 
electronigue sont des nanoparticules d'or. 

15 27. Trousse de diagnostic comprenant un compose 

selon l'une guelcongue des revendications 19 a 20. 

28. Trousse de diagnostic selon la revendication 
27, comprenant en outre un reactif adequat permettant 

2 0 de d<§tecter ladite molecule de marguage. 

29. Trousse d' analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caracterisee en ce 
gu'elle comprend un peptide selon l'une guelcongue des 

2 5 revendications 1 a 9. 

30. Trousse d r analyse et de detection de charges 
negatives a la surface de cellules, caracterisee en ce 
gu f elle comprend un assemblage selon la revendication 

3 0 15 ou 16. 

31. Trousse d ! analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracterisee en ce gu'elle 
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comprend un peptide selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 1 a 9 . 

32. Trousse d' analyse et de detection de 
microvesicules dans le sang, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un assemblage selon la revendication 15 ou 16. 

33. Trousse selon la revendication 29 ou 29, dans 
laquelle le peptide est coupl£ a un marqueur. 

34. Trousse selon la revendication 30 ou 32, dans 
laquelle 1' assemblage est couple a un marqueur. 

35. Filtre de dialyse de cellules sanguines 
15 circulantes activees, ledit filtre etant caracterise en 

ce qu'il comprend un peptide selon . l'une quelconque des 
revendications 1 a 9. 



10 
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comprend un peptide selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 9. 

32. Trousse d r analyse et de detection de 
5 microvesicules dans le sang, caracterisee en ce qu'elle 

~~ comprend un assemblage selon la revendication 15 ou 16. 

33. Trousse selon la revendication 29 ou 31, dans 
laquelle le peptide est couple a un marqueur. 

10 

34. Trousse selon la revendication 30 ou 32, dans 
laquelle 1' assemblage est couple a un marqueur. 

35. Filtre de dialyse de cellules sanguines 
15 circulantes activees, ledit filtre etant caracterise en 

ce qu' il comprend un peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 9. 




Fig. 1' 



4 

2/3 




AFIM-F 2 

A5-F 



Fig. 2 



i er uepoi 



4 



LISTE DE SEQUENCES 

<110> COMMISSARIAT A L 1 ENERGIE ATOM I QUE 

UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS VI) 

<120> PEPTIDES AYANT UNE AFFINITE POUR UN PHOSPHOLIPIDE ET 
UTILISATIONS 

<130> B14001.3EE 

<140> 

<141^ 

<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 1 

Gly Phe Asp Glu Arg Ala Asp Val Glu Thr Leu Arg 
1 5 io 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu 
20 25 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Ser Ala Ala Tyr 
35 40 

Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu 
5 ° 55 60 

Glu Lys Leu Val Val Ala Leu Leu Lys Pro Ser 
65 70 * 75 



Lys Ala Met Lys 
15 

Leu Thr Ser Arg 
30 

Lys Thr Leu Phe 
45 

Thr Gly Lys Phe 



<210> 2 

<211> 75 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 2 

Asn Phe Asp Ala Glu Arg Asp Ala Leu Asn He Arg Lys Ala He Lys 
1 5 10 15 

Gly Met Cly Val Asp Glu Asp Thr He Val Asn He Leu Thr Asn Arq 
20 25 30 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Asp He Ala Phe Ala Tyr Gin Arg Arq Thr 
35 40 45 



1 



Lys Arg Glu Leu Ala Ser Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly His Leu 
50 55 60 

Glu Arg Val He Leu Gly Leu Leu Lys Thr Ser 
65 7 0 75 



<210> 3 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220> .... 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 

derivee d'une annexine humaine 
<400> 3 

Asp Phe Ser Pro Ser Val Asp Ala Glu Ala He Arg Lys Ala He Lys 
1 5 10 15 

Gly He Gly Thr Asp Glu Asp Met Leu He Ser He Leu Thr Glu Arg 
20 25 30 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Leu He Val Lys Glu Tyr Gin Ala Ala Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Glu Leu Lys Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly His Phe 
50 ' 55 60 



Glu Arg Leu Met Val Ala Leu Val Thr Pro Ser 
65 ' 70 75 



<210> 4 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 



<400> 4 

Gly Phe Asn Ala Met Glu Asp Ala 
1 5 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Asp Ala 
20 

Asn Thr Ala Gin Arg Gin Glu He 
35 40 

Gly Arg Asp Leu He Asp Asp Leu 
50 55 

Glu Arg Val He Val Gly Met Met 
65 70 



Gin TJir Leu Arg Lys Ala Met Lys 
10 15 

He He Ser Val Leu Ala Tyr Arg 
25 30 

Arg Thr Ala Tyr Lys Ser Thr He 
45 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Phe 
60 

Thr Pro Ser 
75 



<210> 5 



<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 5 

Gly Phe Asp Pro Asn Gin Asp Ala Glu Ala Leu Arg Thr Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly Phe Gly Ser Asp Glu Glu Ala lie Leu Asp lie He Thr Ser Arg 
20 25 ^ 30 

Ser Asn Arg Gin Arg Gin Glu Val Cys Gin Ser Tyr Lys Ser Leu Tyr 
35 40 4 5 

Gly Arg Asp Leu lie Ala Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe 
50 55 60 

Glu Arg Leu lie Val Gly Leu Met Arg Pro Ser 
65 70 ~ 75 



<210> 6 
<211> 75 
<212> PPvT 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 6 

Gly Phe Asn Pro Asp Ala Asp Ala Lys Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly Leu Gly Thr Asp Glu Asp Thr He lie Asp He He Thr His Arg 
20 25 30 

Ser Asn Val Gin Arg Gin Gin He Arg Gin Thr Phe Lys Ser His Fhe 
35 40 ■ 45 

Gly Arg Asp Leu Met Thr Asp Leu Lys Ser Glu He Ser Gly Asp Leu 
50 55 60 

Glu Arg Leu He Leu Gly Leu Met Met Pro Ser 
65 70 75 



<210> 7 
<211> 75 
<212* PRT 

<213> Sequence artificielle 

<220.> 

'-.223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d 1 une annexine humaine 

<400> 7 
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Pro Gly Asp Ala lie Arg Asp Ala Glu lie Leu Arg Lys Ala Met Lys 
1 5 10 15 



Gly Phe Gly Thr Asp Glu Gin Ala lie Val Asp Val Val Ala Asn Arg 
20 25 30 



Ser Asn Asp Gin Arg Gin Lys lie Lys Ala Ala Phe Lys Thr Ser Tyr 

35 40 45 

Gly Arg Asp Leu lie Lys Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Met 

50 55 60 

Glu Arg Leu lie Leu Ala Leu Phe Met Pro Ser 

65 70 75 



<210> 8 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d 1 une annexine humaine 

<400> 8 

His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Val Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly lie Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He Asp Val Leu Thr Lys Arg 
20 25 30 

Ser Asn Thr Gin Arg Gin Thr He Ala Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe 
35 40 45 

Gly Arg Asp Leu Thr Glu Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Leu 
50 55 60 

Glu Arg Leu He Val Ala Leu Met Tyr Pro Ser 
65 70 75 



<210> 9 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 9 

Gly Phe Asp Pro Leu Arg Asp Ala Glu Val Leu Arg Lys Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly Phe Gly Thr Asp Glu Gin Ala He He Asp Cys Leu Gly Ser Arg 
20 25 . 30 

Ser Asn Lys Gin Arg Gin Gin He Leu Leu Ser Phe Lys Thr Ala Tyr 
35 40 45 
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Gly Arg Asp Leu lie Lys Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Phe 
50 ^ 55 60 

Glu Lys Thr lie Leu Ala Leu Met Lys Thr Ser 
65 70 75 



<210> 10 
<211> 75 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 10 

Gly Phe Asp Val Asp Arg Asp Ala Lys Lys Leu Arg Lys Ala Met Lys 
15 10 15 

Gly Met Gly Thr Asn Glu Ala Ala lie lie Glu He Leu Ser Gly Arg 
20 25 30 

Thr Ser Asp Glu Arg Gin Gin He Lys Gin Lys Tyr Lys Ala Thr Tyr 
35 40 45 

Gly Arg Glu Leu Glu Glu Asp Leu Lys Ser Glu Leu Ser Gly Asn Phe 
50 55 60 

Glu Lys Thr Ala Leu Ala Leu Leu Asp Arg Ser 
65 ~ 70 75 



<210> 11 
<211> 79 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<220> 

<223> Xaa en position 22 est Leu, Met ou Trp 
<220> 

<223> Xaa en position 34 est Thr ou Lys_ 
<220> 

<223> Xaa en position 45 est Ser ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 48 est Phe ou Tyr 

<220> 

<223> Xaa en position 50 est Thr ou Glu 

<220> 

<223> Xaa en position 63 est Glu ou Lys 
<220> 
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<223> Xaa en position 69 est Glu ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 71 est Glu ou Leu 
<400> 11 

Gly Ser Gly Cys Gly Phe Asp Glu Arg Ala Asp Val Glu Thr Leu Arg 
1 5 10 15 

Lys Ala Met Lys Gly Xaa Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu 
20 25 30 

Leu Xaa Ser Arg Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Xaa Ala Ala Xaa 
35 40 45 

Lys Xaa Leu Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Xaa Leu 
50 55 60 

Thr Gly Lys Phe Xaa Lys Xaa Val Val Ala Leu Leu Lys Pro Ser 
65 70 75 



<210> 12 
<211> 78 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<400> 12 

Gly Ser Pro Gly Phe Asp Glu Arg Ala Asp Val Glu Thr Leu Arg Lys 
1 5 10 15 

Ala Met Lys Gly Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu Leu 
20 25 30 

Thr Ser Arg Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Tyr Lys 
35 40 45 

Thr Leu Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr 
50 55 60 

Gly Lys Phe Glu Lys Leu Val Val Ala I^eu Leu Lys Pro Ser 
65 70 75 



<210> 13 
<211> 83 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<220> 

<223> Xaa en position 25 est Leu, Met ou Trp 
<220> 
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<223> Xaa en position 37 est Thr ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 48 est Ser ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 51 est Phe ou Tyr 
<220> 

<223> Xaa en position 53 est Thr ou Glu 
<220> 



<223> Xaa en position 66 est Glu ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 72 est Glu ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 74 est Glu ou Leu 

GW°Ser 3 Glu Cys Asp Phe Pro Gly Phe Asp Glu Arg Ala Asp Val Glu 

is io 15 

Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly Xaa Gly Thr Asp Glu Glu Ser He 
20 25 30 

Leu Thr Leu Leu Xaa Ser Arg Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Xaa 
35 40 4 5 

Ala Ala Xaa Lys Xaa Leu Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys 
50 55 60 

Ser Xaa Leu Thr Gly Lys Phe Xaa Lys Xaa Val Val Ala Leu Leu Lys 
65 ™ 75 

Pro Ser Arg 



<210> 14 
<211> 87 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
< 2 20> 

<223> Description de la sequence artificielle: sequence 
derivee d'une annexine humaine 

<220> 

<223> Xaa en position 29 est Leu, Met ou Trp 
<220> 

<223> Xaa en position 41 est Tyr ou Lys 

<220> 

<223> Xaa en position 52 est Ser ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 55 est Phe ou Tyr 



1 



<220> 

<223> Xaa en position 57 est Thr ou Glu 



<220> 

<223> Xaa en position 70 est Glu ou Lys 
<220> 

<223> Xaa en position 76 est Glu ou Lys 



<220> 

<223> Xaa en position 78 est Glu ou Leu 
<400> 14 

Gly Ser Gly Cys Gly Thr Glu Thr Asp Phe Pro Gly Phe Asp Glu Arg 
15 10 15 

Ala Asp Val Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly Xaa Gly Thr Asp 
20 25 30 

Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu Xaa Ser Arg Ser Asn Ala Gin Arg 
35 40 45 

Gin Glu He Xaa Ala Ala Xaa Lys Xaa Leu Phe Gly Arg Asp Leu Leu 
50 55 60 

Asp Asp Leu Lys Ser Xaa Leu Thr Gly Lys Phe Xaa Lys Xaa Val Val 
65 " 70 75 80 



Ala Leu Leu Lys Pro Ser Arg 
85 



u i a n n i ^ pp. 
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